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Akuve Hedgehog-Protein-Mutante, Vcrfahren zur HersteUung uod Verwendung 

Gegenstand der Erfindung ist eine aktive Form eines Hedgehog-Proteins, Verfahren zu 
dessen rekorabinanler HersteUung und dessen therapeutische Verwendung. Unter Hedgehog 
(hh)-Proternen versteht man eine Familie von sekrcticrtcn Signalproteinen, die verantwortlich 
sind ftir die Ausbildung einer Viclzahl von Strukturen in der Embryogenese (J.C. Smith, Cell 
76 (1994) 193 - 196, N. Perrimon. Cell 80 (1995) 517-520, C.Chiang et al., Nature 83 
(1996) 407, MJ. Bitgood et al., Curr. Biol. 6 (1996) 296, A. Vortkamp et al , Science 273 

(1996) 613, CJ. Lai et al., Development 121 (1995) 2349). Bei der Biosynlhese wird nach 
Abspaltung der Signalsequenz und autokatalytischer Spaltung eine 20 kD N-terminale 
Dom&ne und eine 25 kD C-terminale Domane erhalten. Das N-tcrminale Fragment ist 
Cholesterin-modifiziert (J.A, Porter et al., Science 274 (1996) 255 - 259. In h6heren 
Lebewesen besteht die hh-Familie zumindest aus drei Mitgliedern, namiich Sonic, Indian und 
Desert hh (Shh, Ihh, Dhh; M. Fietz et al., Development (Suppl.) (1994) 43 - 51). Fur 
Hedgehog-Proteinc, welchc rekombinant hergcstellt wurden, wurde eine unterschiedliche 
Aktivitat nach HersteUung in Prokaryonten und Eukaryonten beobachlet (M. Hyces et al., 
Neuron 15 (1995) 35-44 und T. Nakamura ei al„ Biochern. Biophys. Res. Comm. 237 

(1997) 465 - 469. 

Hynes et al. vergleichen die Aktivitat von hh im Uberstand von transformierten "human 
embryonic kidney 293 cells" (eukaryontischcr hh) rait aus E.coli hergestellten und aus dem 
Cytoplasma isolierten hh und finden eine vierfach habere Aktivitat des hh aus den 
Cberstanden der Nierenzdlinie. Als Ursache diescr erhfihten Aktivitat wird ein potentieller 
zusatzlicher M acessory factor", der nur in eukaryontischen Zellen exprimicrt wird, eine 
posttranslationale Modilikation, ein unterschiedlicher N-Terminus, der aus E.coli isoliertc hh 
cnthalt 50 % eines hhs, welcher zwei zusSizliche N-terminale AminosSuren (Gly-Ser) tragt, 
oder urn 5 - 6 AminosSuren verkOrzt ist, oder in eincm hoheren Aggregalzustand (z. B. durcb 
Bindung an Nickel-Agarose beads) diskutiert. 

Nakamura et al. vergleichen die Aktivitat von shh im Uberstand von transfonnierten "chicken 
embryo fibroblasts" mit einem aus Exoli isolierten shh Fusionsprotein, das noch einen 
N-terminalen Polyhistidinteil aufweist Das shh im Oberstand der Fibroblasten hat beruglich 
der Stimulation von alkalischer Phosphatase (AP) in C3H10T J4 Zellen eine 7fach hfihcsre 



Aktivitat als das gereinigte E.coli Protein. Als Ursache der erhShten Aktivitat werdcn Mole- 
ktllc, wie beispielsweise bone morphore genie Proteins (BMPs) diskutiert, die nur im t)ber- 
stand von eukaryontischen Zellen vorhanden sind und die starkere Induktion der AP verur- 
sacht. 

Von Kinio et al., FEBS Letters, 404 (1997) 319 - 323 wurdc beschrieben, daD hh sekretic- 
Tende Fibroblasten bei i.m. Implantation auf Kollagen erne ektopische Knochenbildung indu- 
zieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, hh«Proteine (Polypeptid) herzusiellen, welche eine deutlich 
vcrbesserte Aktivitat gegentiber den bekannten Form en zeigen. 

Die Aufgabe wird gel6st durch eine posttranslational prozessierte Hedgehog-Protein-Mutante 
(hh-Mutante), welche erhaitlich ist durch Expression eines Gens, welches ein Hedgehog- 
Protein codiert in einem Bacculo-Virus-Expressionssystcm, bei einer Fermentation tiber 
einen Zeitiaum von bis zu ca. 30 Stunden, vorzugsweise von 24 - 27 Stunden, Reinigung des 
Zelltibexstands in Gegenwart eines Proteaseninhibitors und eincs nicht-ionischen Detergenz 
und Isolienmg der hh-Mutante, welche an Heparinsepharose und Hydroxylapatit bindet und 
dadurch gekennzeichnet ist, dafl diese hh-Mutante 

— unter alkylicrenden Bedingungen ein Molekulargewicbt von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivii&t durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terrainalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren inaktiviert 
wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mraol/1 1,4 Dithioerythrit PTE) flber 2,5 Stunden bei 
37°C zu 90 % oder mehr inaktiviert wird, 

— in einer Konzentration von 5 nmol/1, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat 
fur alkalische Phosphatase von ca 90 nmol pNP/min/rng induziert und 

— nicht cholesterinmodifiziert ist. 

Unter Aktivitat im Sinne dei Erfindung ist die Aktivitat an alkalischer Phosphatase zu verste- 
hen, die das Polypeptid in Saugerzellen induzieren kann (Aktivitat im alkalischen Phosphata- 
setest). Dabei wird eine Maus-Fibroblasten-Zellinie in einem Medium, welches fotales 
KSlberserum enthfilt, kultivien. AnschlieBend wird sterilfiltriertc Probe zugesetzt, nach ca. 5 
Tagen die Zellen aufgeschlossen und in Zellysat alkalische Phosphatase Ciber die Spaltung 



eines chromogenen Substrats (pNP, p-Nitrophcnol) besiimmt (J. Asahina, Exp. Cell. Res. 222 
(1996) 38 - 47 undT. Nakamura (1997)). 

Unter einem Bacculo-Virus-Expressionssystem ist eLn Expressionssystem bestehend aus 
einem Bacculo-Virus-Vektor und einer Insektenzelle als Wirtszelle zu verstehen. Solche 
Expressionssysceme sind dem Fachmann bekanm and beispielsweise fllr hh-Proteinc von 
Bumcrot (1 995) beschricben. 

Untcr einem Hedgehog-Protein, gemSB dei Erllndung, ist ein sekretiertes Signalprotein zu 
verstehen, welches fUr die Ausbildung einer Vielzahl von Strukturen in der Embryogenese 
vcrantwortlich ist. Besonders bevoizugt verwendet wird Sonic, Indian- oder Desert hh (M. 
Fietz et al. (1994). Bevorzugi wird cin hh-Protein einer Sequent wie sie in der 
EMBL-Datcnbank unter Nr. L38518 beschrieben ist, venvendet. Proteine der Hedgehog- 
Familie zeigen eine ausgeprSgte Homologie in der Aminosauresequenz, weshalb es ebenso 
bevorzugt ist, solche NukleinsSuren zu exprimieren, welche fiir Hedgehog-Proteine codieren, 
die zu 80% oder mehr homolog mit der oben genannten Sequenz von Sonic Hedgehog- 
Protein sind. 

Das Sonic Hedgehog-Precursorprotein besteht aus den Aminosauren 1 - 462 der in der 
EMBL-Datcnbank unter Nr. L38518 beschriebenen Sequenz. Die Aminosauren 1-23 stellen 
dabei das Signalpeptid dar, die AminosSuren 24 - 197 die mature SignaJdomane, die 
Aminosauren 32 - 197 die um acht Amincsiiuren verktlrzte SignaJdomSne und die AminosSu- 
ren 198 - 462 die autoprozessierte DomSne nach autoproteolytischer Spaltung. 

Unter den ersten acht Aminosauren des Hedgehog-Proteins sind gemaB dei: Erfiidung die 
ersten acht Aminosauren des prozessierten Proteins, beispielsweisc flir Sonic Hedgehog- 
Protein, die Aminosauren 24 - 31 zu verstehen. 

Ubcrraschenderweise wird bei der rckombinanten Herstellung von Hedgehog-Proieinen im 
Bacculo-Virus-Expressionssystem eine hochaktive Mutante des Proteins ( Akti vitat gegeniiber 
shh mindestens um das lOfache, vorzugsweise mindestens um das lOOfache erhtfht) in der 
Anfangszeit der Fermentation angereichert. Insgesamt betr&gt der Anteil der hochakliven 
erfindungsgem&Ben hh-Mutante jedoch lediglich etwa 2-5% des gesamten hh- 
Proteinspektrum nach Expression ira Bacculo-Viius-Expressionssysiem. Diese 
erfindungsgemafie Mutante des Polypeptids kann inshesondere dann i soli en werden, vvenn 
die Fermentation spatestens nach ca. 30 Std., vorzugsweise nach ca.24-27 Std., 
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abgebrochen wird. Dies ist auch deshalb tiberraschend, da fill die Herstellung von 
hh-Proteincn im Bacculo-Virus-Expressinnssystem bisher eine Fermentationszeil nach 
Infektion von mindestens 2 Tagen beschrieben wird (Bumcrot et al., Mol. Cell. Biol. (1995) 
2294 - 2303). Auch fllr andtre Proteine, die im Baculovirussystem hergestellt werden, wie 
beispielsweise Rhodopsin Kinase (Cha et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997) 
10577 - 10582) ist beschrieben, daB nach 64-88 Std. ein Maximum an Protein und Aktivit&i 
erzielt wird. ErfindungsgemSB wurde fiir Hedgehog-Proteine gefunden, dafl im Fermen- 
tationsilberstand zwar die Menge an Hedgehog-Protein im Zcicraum zwischen 33 und 72 
Stunden zwar stark zunimmt, in diesem Zeztraum jedoch nur hh-Protcin mit einer Aktivitat 
wie sie aus dem Stand der Technik bekannt ist entsteht. Dagegen ist bei einer reduzienen 
Fermentationszeit von unter ca. 30 Std. der Anteil an solchem hh-Protein wesentlich 
(mindestens 5 - lOfach) geringer, wodurch sicb die erfindungsgemafle hochaktive 
hh-Proteinmutante identifizicren und isolieren lafit. 

Das Molekulargewicht der erfindungsgemzLBen Mutante betrflgt 19.796,7 + 2D bei Analyse 
mittels MALDI-Massenspektroskopie und ist gegenliber unmodifiziertem hh-Protein (in 
E.coli cytoplasmatisch exprimienes hh-Protein) um 236,7 + 2D crhtfht. Durch die 
hydrophobe Modifikatton wird die Mobilitat in der SDS-PAGE durch verstSikte SDS- 
Bindung erhdht, so dafi apperent ein unter alkylierenden Bedingungen (hh-?rotein 
derivacisiert) ein geringeres Molekulargewicht als unter reduzierenden Bedingungen (hh- 
Proxein ohne Derivatisierung) erkennbar ist. 

Die erfindungsgemafle hh-Mutante zeigt nach Reinigung mit der Ionenaustausch-Chromato- 
graphie gegentiber loslich in Cytopbsma exprimiertem hh-Protein aus E.coli eine um 
mindestens den Faktor 100, vorzugswefse eine um den Faktor 10 3 bis 10 6 crh6hte Aktivit&t, 
gemessen ttber die Induktion von alkalischer Phosphatase im Zelltest (AktivitSt im AP- 
Zelltest). Eine solche aktive hh-Mutante ist nicht cholesrerinmodifizien wie das von J.A. 
Porter beschriebene N-terminale hh-Fragment. Die erfindirngsgemSfle hh-Mutante liegt in 
einer biologisch aktiven, dreidimensionalen Strukmr vox. Erfindungsgcm^B ist es demnach 
zum ersten Mai gelimgen, hochaktives Hedgehog-Protein zu isolieren und einen allgemeinen, 
reproduzierbaren Weg zur Herstellung und Charakterisierung von hochaktiven Hedgehog- 
Proteinen zur Verfugung zu steDen. 

Gegenstand der Erfindung sind demnach Hedgehog-Proteine mit einer mindestens um den 
Faktor 100, vorzugsweise um den Faktor 10 3 bis 10 6 erh6hten AktivitSt im Vergleich zu dem 
entsprechenden Hedgehog-Protein, welches cytoplasmatisch in E.coli hergestellt wurdc, 



wobei die Aktivitat iiber die lnduktion von alkalischer Phosphatase im Zelltest bestimmt 
wird. 

Unter emsprechcndero Hedgehog-Protein, welches cytoplasniatisch in E.coli hergestellt 
wurdc, ist erfindungsgemafl ein Hedgehog-Protein zu verstehen, welches nach Expression in 
E.coli in Ifislicher Form aus dem Cytoplasma isoliert wird Als Expressionsvektor wird dabei 
ein Vektor vcrwendet, welcher eine zu exprimierende NukleinsSure enthalt, die fiir ein 
Hedgehog-Protein der gleichen Aminosauresequenz codiert wie die zu exprimierende 
Nukleins&urs des Expressionsvektors, der fur die Expression im Bacculo-Virus- 
Expressionssystem verwendei wird. Dabei kann es allerdings zweckmaflig sein, die ein oder 
andere AminosSure im Bacculovektor oder E.coli-Vektor zu andera, beispielsweise, um die 
Expression oder die Ltfslichkeit zu verbessem. FUr den Vergleich der AktivitSten des 
crfindungsgem&Ben Hedgehog-Proteins tnit dem E.coli-Protein ist es jedoch zweckmaBig, 
Expressionsvektoren fiir identische Proteinc zu venvenden. 

Die erfindungsgemafle hh-Mutante ist sehr sensfbel gegen Proteasen, weshalb es bevorzugt 
ist, den Cberstand der Fermentation Proteaseninhibitoren, wie beispielsweise Aprotinin, 
PMSF oder Pepstatin oder ein Gemisch davon, zuzusetzen. 

Weiter ist es bevorzugt, bei der Reinigung nicht-ionische Detergentien. wie beispielsweise 
Polysorbat (z.B. Triton® X 100), zuzusetzen, da dadurch die erfindungsgemSBen hh-Proteine 
ebenfalls stabilisiert werden, vorzugsweise, zumindest nach der ersten Grobreinigung, iiber 
Hepaxin-Sepharose. 

In einem ersten Schritt zur Reinigung des erftndungsgemiBen Proteins wird zweckmaflig eine 
Chromatographic an Heparin-Sepharose durchgefuhrt. Es ist bevorzugt, diese Chromatogra- 
phic als Stufenelution duxchzufUhren, d.h. vor7ugsweise nach Waschen niit 250mmol/l 
NaCl, bei einer Konzentration von mindestens 0,7 mol/1 (vorzugsweise 1,2 mol/1) zu eluieren. 

Zur Aufreinigung der erfindungsgemaflen hh-Mutante ist es besonders vorteilhaft, eine 
Hydroxylapatit-Chromatographie durchzuftlhren. Dadurch wird eine gute Anreicherung der 
Aktivitat bei relativ geringen Verlusten (<50 %) erreicht. Weitere Chromatographieschritte, 
die zweckm&Big sind, sind beispielsweise eine Heparinsepharose-Chromatographie (Miao et 
al, J. Neurosci. 17 (1997) 5891 - 5899), die jedoch vorzugsweise in Gegenwait von nicht- 
ionischen Detergentien durchgefuhrt wird. Weiter bevorzugt isl es, nach der Heparinsepha- 
rose-Chromatographie eine Dialyse, vorzugsweise gegen niedexe Ionenst&rken (z. B. Puffer 



rnit 1 - 10 mmol/l Natriumphosphat, pH 6,5 - 7,5), durchzufiihren. Besonders vorteilhaft ist es 
hierhei, dafl bei dieser Dialyse der Puffer, gegen den dialysiert wird, 10 - 100 mmol/l, vor- 
zugsweise 50 mmol/l Natriumctdorid enlhSll und die DiaJyse bei einer geringen Konzentra- 
tion des hh-Pro!eins (1 mg/ml oder geringer, vomigsweise 0,5 mg/ml oder geringer) durch- 
geftihrt wird. 

Es ist weiter bevorzugl, bei der Reinigung oder zumindest vor Bestimmung der Aktivitat des 
Proteins Suramin zuzusetzen. Dadurch wird ebeafalls eine Stabilisierung der Aktivitat 
erreicht Ftlr Suramin war bisher lediglich bekannt, dafi es geeignet ist, hh-Proteine von der 
Zelloberflichen- oder der extrazellulSren Matrix abzuldseD (Biuncrot et at, siehe oben). 

Zur weiteren Reinigung ist es bevorzugt, nochmals an Heparin-Seph arose und Hydroxy lapatit 
zu chromaiographierea. 

Zur weiteren Reinigung ist es bevorzugt, eine Ionenaustausch-Chrornatographie mit Poros- 
HS/M und/oder Poros-Q sowie vorzugsweise anschlieflend eine RP-HPLC durchzufiihren. 

In einer weiteren Ausfuliningsform der Erfindung kann die erfindungsgemafle hh-Mutante 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, die ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung ist, versvendet werdea Diese pharmazeutische Zusammensetzung enth&t eine 
pharmakologisch efiektive Dosis des erfindungsgemaBen Proteins und kann sowohl 
systemiscb als auch lokal appliziert werden. Es ist ebenfalls bevorzugt, die erfindimgsge- 
maflen Proteine in Kombination mit anderen Proteinen der Hedgehog-Familie oder 
Knochenwachsrumsfaktoren, wie Bone Morphogenic Proteinen (BMPs), (Wozney et aL, Cell. 
Mol. Biol, of Bone, Bone Morphogenetic Proteins and their Gene Expression, 131 - 167, 
Academic Press Inc. 1993) oder Parathyroid Hormonen (Karablis et aL, Genes and 
Development 8 (2994) 277 - 289). 

Das erfindungsgemafle Protein kann vorteilhaft 2ur Induktion von Chondrozyten und Osteo- 
zyten in einer osteoinduktiven phannazeutischen Zusammensetzung verwendet werden. 
Solche osteoinduktiven pharmazeutischen Zusammensetzungen sind beispielsweise aus 
US-Patent 5,364,839, WO 97/35607, WO 95/16035 bekannt 

Bei einer lokalen Applikation des erfindungsgemaJSen Proteins ist bevorzugt, dieses in 
Kombination rait einer geeigneten Matrix als Trager und/oder einern Sequestrierungsagens zu 
verwenden. Eine solche Matrix ist dazu geeignet, das Protein, insbesondere in der Umgebung 
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von Knochen, in vivo langsam in aktiver Form freizusetzetx Das Sequestrierungsagens ist 
eine Substanz, welche die Applikation, beispieisweise durch Injektion, erleichxert und/oder 
die Migration des erfindungsgemafien Proteins von der Applikationsstelle verhindert oder 
zumindest verzfigert. 

Als Matrixraaterid isi insbesondere cin biokompatibles dcgradicrbares Material, beispicls- 
weisc auf Kollagenbasis oder anderen Polymeren, basierend auf PoljinilchsSure, Polyglykol- 
sSure oder Co-PoJymeren aus MilchsMure und Glykolsaure geeignet. Solche Polymermatrices 
sind beispieisweise in der WO 93/00050 beschrieben. 

Sequestrierungsagentien sind beispieisweise Cellulose und celluloseartige Materialien sowie 
beispieisweise Alkylcellulose, Carboxymethylcellulose, Hyaluronsaure, Natriumalginat, 
Polyathylenglykol und Polyvenylalkohol, wobei HyalnronsSure, insbesondere in ciner phar- 
mazeutischen Zusammensetzung auch ohne Tr&germatrix, besonders bevorzugt ist. 

Zur Hersiellung der phannazeutischen Zusammensetzung ist es weiter bevorzugt, hilfsstoffe, 
wie Mannitol, Sucrose, Laklose, Glucose oder Glycin sowie Antioxidantien, wie EDTA, 
Citrat und Detergentien, vonzugsweise nicht-ionische Detergentien, wie Polysorbate oder 
Polyoxyethylene, zuzusetzen. Ebenfalls bevorzugt ist eine pharmazeutischc 
Zusammensetzung, die im pH-Bereich pH 4 - 8 gepuffcrt ist 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist eine pharmazeutische Zusammensetzung 
des erfindungsgemafien Hedgehog-Proteins mit Suramin bevorzugt und diese voneilhaft 
verwendbar. 

Die folgenden Beispiele, Publikationen und Abbildungen eriautern die Erfindung, deren 
Schatzurafang sich aus den PatcntansprQchen ergibt, weiter. Die bcschriebenen Verfahren 
sind als Beispiele zu vcrsteben, die auch noch nach Modifikationcn den Gegenstand der 
Erfindung beschreiben. 

Beschreibung der Figures; 

Fig. 1 : Kinetik der Sekreticn von alkalischer Phosphatase induzierender AktiviiSi (Balken) 
und hh-Mutante (Punkte und Linie) durch High Five Zellen nach lnfektion mit 
Baculovirus 
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Fig. 2: Elutionsdiagramm dcr Reinigung ties Femientationsuberstandes mit Heparinsepha- 
rose 

Fig. 3: Elutionsdiagramm der Reinigung des dialysierten Eluates der Heparin-Sepharose 
mil Hydroxylapatit 

Fig. 4: Elutionsdiagramm der Reinigung der dialysierten aktiven Fraktionen der 
Hydroxylapatit-Saule mit einer 1 ml HiTrap Heparin-S&ule 

Fig. 5: Alkalische Phosphatase induzierende AJctivitiit dcr Fraktionen 1 ml High Trap 
Heparin Chromatographic 

Fig. 6: Coomassie-Farbung der SDS-PAGE mit alkylierten Fraktionen der 1 ml High Trap 
Heparin Chromatographic 

Fig. 7: Western blot mit einem Antikorper gegen den N- Terminus von shh der SDS- 
PAGE mit alkylierten Proben der Fraktionen der 1 ml High Trap Heparin 
Chromatographic 

Fig. 8: Western blot mit einem AntikSrper gegen den N-Terminus von shh der SDS- 
PAGE mit reduzierten Proben der Fraktionen der 1 ml High Trap Heparin 
Chromatographic 

Fig. 9: Aktivitat von Retentat und Permeat nach Filtration von aktiven shh Fraktionen rait 
Memhranen mit einer AusschluJJgrenze von 30 und 1 00 kDa. 

Fig. 10: EinfluB von Suramin auf die AktivitSt der hh-Mutante: Zu Aliquots einer aktiver 
Fraktionen nach Hydroxylapatit-Chromatographie wurde kein Suramin (B), 
Suramin ad 0,1 mg/ml erst nach der Dialyse gegen PBS+0,05 % Tween®-80 zuge- 
geben (C) oder Suramin ad 0,1 mg/ral vor der Dialyse zugegeben und gegen 
PBS+0,05 % Tween®-80 mit zusStzlich 0,1 mg/ml Suramin dialysiert. 

Fig. 1 1 : Einflufl von Tween-20 und Tween-80® auf die Akti vitfit der hh-Mutante: 

Aliquots cines Pools AP aktiver Fraktionen nach SP-Sepharose-Chiomatographie 
in 50 mM NaPi, 0,9 M NaCl, 1 mM EDTA pH 7,3 wurden zu den angegebenen 
KonTcntrationen mit Tween versetzt und gegen PBS mit der jeweiligen Konzentra- 



lion an Tween dialysiert. Vor dcm Einsatz in den C3HlOTl/2-Test wurden die 
Proben durch 0*2 \im Filter sterilfiltriert. 

Fig. 12: EinfluB von Trypsin und Chymotrypsin auf die Aktivitat der hh-Mutante: 

AP aktive Fraktionen nach Stufeneluiion von Heparin-Sepharose burden in 10 mM 
NaPhosphat, 0,05% Tween®80 auf eine Proteinkonzentration von 0,46 mg/ml ein- 
gestellt und im Protease/Protein-Verhiltnis (w/w) von 1:100 (A), 1:500 (B), 1 :2500 
(C) und 1:10000 (D) rait Trypsin , bzw. Chymotrypsin versetzt. Die Proben 
wurden 11 h bei RT inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von Aprotinin im 
S-fachen GewichtsttberschuB gestoppt und die Proben in der SDS-PAGE (A:) und 
im C3H10T1/2 -Test (B:) analysiert. 1, Einsat2; 2, Kontrolle ohne Protease; 3 ? 
Trypsin behandelte Proben; 4, Chymotrypsin behandelte Proben; 5, Kontrolle 
Trypsin (1:100) und Aprotinin bei t - 0; 6, Kontrolle Chymotrypsin (1100) und 
Aprotinin bei i « 0. 

Fig. 13: Elutionsdiagramm der Reinigung der dialysierten aktiven Fraktionen der 
Hydroxylapatil-Saulemit einer 1,7 ml Poros HS/M-Saule. 

Fig. 14: Elutionsdiagrarame der Auflrennung der aktiven Fraktionen der Poros HS/M-Saule 
mittcls RP-HPLC. 

A: Elutionsdiagramm von 10 bis 75 Min. detcktiert bei 220 nm. 
B: Elutionsdiagramm von 15 bis 40 Min. detektiert bei 280 nm. 

Fig. 15: Elutionsdiagramm der Reinigung der dialysierten aktiven Fraktionen der 
Hydroxylaparit-Saule mit einer 6 ml Poros Q-Saule. 

Fig. 16: Stabihtat der Alk.Phos. induzierendcn Aktivitat gegenuber Dithiothreitol. 

Fig. 1 7: Stabihtat der Alk.Phos. induzierenden Aktivitat gegenttber Hydroxylamin. 

Fig. 1 8: MALDl-Massenspektren des aktiven, modifizierten hh-Derivates. 
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Bcispiel 1 

Expression von rekoinbinanten bumanen sonic bb (sbh) 

Die N-terminale DomSne von humanem shh mit den Aminosauren 24 -197 (EMBL- 
Accession No. L 38518) wurde wie filr das Rattenprotein von Miao (J. Neurosci. (9197) 17, 
5891-5899) und Buracrot et al. (Mol.CeU.Biol. (1995) 15, 2294-2303) beschrieben mittels 
rekombinanten Baculovirus in High Five Zellen (Invitrogen, Leek, NL, Best.Nr. E 855-02) 
unter Verwendung vor. Excell 400 Medium (JHR, Inc.), wobei so vicl Virus eingesctzt 
wurde, dafl jede Zelle im Durchschnitt mit einem Vims infiziert wurde (multiplicity of 
infection (m.o.i.): 1). 

Der Fermenterinhalt wurde nach 26 bzw, 72 h durch Zentrifugation mil 1000 g und Filtration 
gekl&t und der Uberstand bzw. das Permeat bis zur weiteren Verwendung bei -80° C gelagcrt 
Proben dei fermentation wurden bzgl. ihrem Gshait an Alkalische Phosphatase induzieiender 
AktivitSt [Nakamura et aL(1997), Kinto et al. (1997) FEBS Lett. 404, 319-323] und auf ihren 
Gehalt an shh Protein mittels RP-HPLC (Vydac C18, Gradient von 0-90?/« Acetonitrit in 
0,1% Trifluoressigsaure, TFA) oder SDS-PAGE analysieit. 

Nach 24-32 h (bevorzugt nach 24 - 27 h) Fennentationszeil wurde die Fermentation beendet 
und der Uberstand gekl&rt. 

Bcispiel 2 

Reinigung der aktiven hb-Mutanle an Heparin -Sepharose und Hydroxyapatit 

Der geklSrte Uberstand wurde nach dem Auflauea mit 1 Tablette "Complete" Inhibitor-Mix 
(Boehringer Mannheim, GmbH, Best.Nr. 1873580) je 50 ml Oberstand verstezt und 3,5 1 
dieser Ldsung bei 4°C auf eine Heparin-Sepharose-Saule (Volumen 90 ml; Pharmacia 
Biotech) aufgetragen, die zuvor mit 20 mM Natriumphosphat, pH 7,2 aquilibriert worden 
war. Nach dem Probenauftrag wurde mit 20 mM Natriumphosphat, 0,05 % Tween®-80, pH 
7,2 (=Puffer Ajgespult und unspezifisch gebundenes Protein durch cinen Waschschritt mit 
Puffer A, der zusatzlich o,25 M NaG enthielt, eluiert. Die AktivitSt erfolgte durch eine 
anschlieflende Elution mit Puffer A, der zusatzlich 1,2 M NaCl enthielt. 

Dieses Eluat wurde anschlieOend mit dnem Volumen 10 mM Natriumphosphat, 0,05 % 
Tween-80®, 50 mM NaCl, pH 7,2 (^Puffer B) verdtlnnt und gegen Puffer B bei 4oC dialy- 
sisrt. 



Das Dtalysat wurdc auf cine mir Puffer B aquilibrierte Hydrovyapatit-Saule (Volumen 10 ml; 
Makro Prep; 40 urn, Typ I; BIO-Rad) aufgelragen. Die Elution erfolgte mit emem Gradienten 
von 1 0 bis 300 mM NaP in Puffer B (2 x 200 ml). 

Aliquots der Fraktionen wurden bzgl. der Fahigkeit zur Stimulation von alkalischer Phospha- 
tase in einer Maus-Fibroblasten Zellinie, z. B. C3H10T1/2 Zellen sowie mitells SDS-PAGE 
und RP-HPLC analysierl. Der Rest der Fraktionen wurde bis zur weiteren Bearbettung bei - 
80°C gelagert. Maximale Aktivitat eluiert am Ende des Gradienten zwischen 0.25-03 M 
Nalriumphosphat, wahrend inaktive oder nur schwach aktive Formen von shh bercits schon 
wesentlich friiher von der Saule eiuieren. 

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und gegen Puffer B bei -4°C dialysiert und auf eine 
I ml HiTrap Heparin-Sfiule (Pharmacia Biotech) aufgetragen, die mit 20 truno) Kalium- 
phosphat, 0,05 Tween®80, pH 7.2 aquilibriert worden war. Die Elution erfolgte durch einen 
Gradienten von 0 - 1400 mM Kcl in 20 mM Kaliumphosphat, 0,05 % Twcen®-80, 50 mM 
NaCl, pH 7,2. Aktive Fraktionen wurden durch die Stimulation von alkalischer Phosphatase 
in C3H10T1/2 Zellen idenlifiziert und aikylierte und reduzierte Pioben mitteh SDS-PAGE 
und Western blot, mit einem Antikorper gegen den N-Tenninus von shh. analysiert. 

lm Gegensatz zu inaktiven Fraktionen, enthalten die aktiven Fraktionen eine hh-Mutante, die 
unter alkylierenden Bedingungen ein urn 1-3 kDa reduziertes Molekulargewicht im Vergleich 
zu nur schwach aktiven shh mit intakten N-Terroinus zeigen, Unter reduzierenden Bedingun- 
gen hingegen ist ein derartiger Molekulargewichtsunterschied nicht nachweisbar. 

Beispiel 3 

ReinJgung der aktiven hh-Mutante an Kationenaustauscher und RP-HPLC 

(1) Reinigung fiber Kationenaustausch^hromatographie an PorosHS/M: 

Die aktiven Fraktionen aus Beispiel 1 wurden vereinigt und gegen 50 mM Kaliumphosphat, 
0,05% Tween*80, pH 7,2 (= Puffer C) und auf eine 1.7 ml Poros® HS/M -SSuIe aufgetragen, 
die in Puffer C aquilibriert worden war. Die Elution erfolgte durch einen Gradienten mit 40 
Saulenvolumen von 0 - 1000 mM KC1 in Puffer C und einer FluBrate von 3 ml/min. Aktive 
Fraktionen wurden durch die Stimulation von alkalischer Phosphatse in C3H10T1/2 Zellen 
idenrifizicn. Die aktiven Fraktionen eluierten mit eineT Salzkonzentration von ca. 400 - 700 



mM KC1 und die alkylierten Proben hatten eine Fjsinheit von mindestens 50% in der SDS- 
PAGE, wahrend der tlberwiegende Teil der Proieine bereits bei eiaex Salzkonzentration von 
ca. 80 - 400 raM KC1 eluierte. eine Identifiziening des in diesen Fraklionen enthaltenen 
hochaktiven hh-Derivates ist durch anschlieBende RP-HPLC und Massenanalyse des 
Elutionspeaks mSglich. 

(2) Rcinigung fiber RP-HPLC: 

Zur wciteren Reinigung wurde mit aktiven Fraktionen der Poros*-HS/M-Chromarographie 
eine RP-HPLC durchgeftlhrt. Dazu wurden 3,2 ml einer hochaktiven Fraktion auf eine 2.1 x 
150 mm Batyl-SSule (Vydac™ 214TP5215) aufgelragen, die in 20% Acetonitril, 0.1% 
Triflouressigsaure (TFA) aquilibriert worden war. Die Elution erfolgle bei 25°C im Gradien- 
ts von 20 - 90% Acetonitril in 0.1% TFA und wurde (lurch Detektion der Absorbtion bei 
220 nm und 280 ran analysiert. Im Vergieich zu schwacb aktiven, unmodiSzierten monome- 
ren oder dimeren hh-Fonnen eluiert das angereicherte hochaktive hh-Derivai erst mit einer 
etwas hoheren Konzentration an Acetonilril (ca. 41,2%). Diese Spezies wurde gesammelt und 
deren Masse tiber MALDl-Massenspektrometrie bestimmt. 

(3) Massenanalyse des aktiven hh-Derivates nach RP-HPLC: 

Zur Massenanalyse wurde das oben beschriebene RP-Eluat (Gesamtvolumen 200 mit 5 
25 mM Sinapinsaure in 30 % (v/v) Acetonitril / 70 % Wasser / 0.1% Trifluoressigsaure ver- 
setzt, in einem Speedvac-Konzenlrator zur Trockene eingeengt und in 5 \d 30 % (v/v) 
Acetonitril / 70 % Wasser / 0.1% Trifluoressigsaure gelOst 1 pi der so erhaltenen LBsung (im 
Folgenden als L5sung A bezeichnet) wurde mit 1 \xl 25 mM Sinapinsaure in 30 % (v/v) 
Acetonitril / 70 % Wasser / 0.1% Trifluoressigsaure gemischt, auf das Target aufgebracht, an 
dei Laborlufl getrocknet und nach der Trocknung in einem Bruker RKFLEX MALDI-Mas- 
senspektrcmeter mit einer sog. 'delayed extraction' -Quelle vermessen. Abgesehen von 
Alkali- und Mairix-Addukten war in dem so erhaltenen Massenspektrurn nur eine molekulare 
Spezies zu detektieren. Da die Beslimmung der molekularen Masse ohne die Vcrwendung 
eincs inTemen Standards lediglich +0.03 % betragi, wurde neben dem Massenspektrurn der 
reinen LSsung A zusatzlich das Massenspektrurn eines Aliquots der Ltfsung A gemessen, das 
mit einem Protein bekannter Masse vcrsetzt .wurde. Dazu wurden 0.5 \i\ der Losung A, 0.5 \il 
einer equivalent pr^parierten Losung tines Heghchog-MolekQls mit einem mittleren Mole- 
kulaigcwicht von 18900.1 D und 1 pi 25 mM Sinapinsaure in 30 % (v/v) Acetonitril / 70 % 
Wasser # 0.1% Trifluoressigsaure gemischt, auf das Target aufgebracht, an dcr Laborlufi 
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getrocknet und nach der Trocknung in gleicher Weise masscnspektrometrisch vennessen. Die 
so erhaltenen Spektren (Fig. 1 S) wurden rnit Hilfe der einfach und zweifach geladenen lonen 
des zur Aufstockung venvendeten Molekttls katibriert. Die ffir die in Lfisung A emhaltene 
aktive Hedgehog- Spezies bestimmten molekularen Massen sind in der folgenden Tabeiie 1 
zusammengefafit. 



Tabeiie 1 



Spektrum der Fig. 1 / Signal 


Molekulare Masse des akti- 
ven Hedgehog-Molekuls 


Different 2ur molekularen 
Masse des unmodifizierten 
Hedgehog-Molekflb 
( 19560.0 D) 


A/'MH* 


19795 6 D 


235.6 D 


A/MH M 


1 9797.6 D 


237.6 D 


B.'MH* 


19796.3 D 


236.3 D 


B/MH ++ 


1 9797.2 D 237.2 D 



Unter BerQcksichtiguag der Ungenauigkeit der Massenbestimmung von -K>.01% betragt die 
Differenz der bestimmten molekularen Masse des aktiven Hedgehog-Molekuls zur molekula- 
ren Masse des unmodifizierten Hedgehog-MoJekuls 236.7 + 2D. Von den bekannten, 
nattirlich vorkommenden kovalenten Protein-Modifizierungen fiihrt Icdiglich die Vereste- 
rung mit Cl<^FettsSiuren (Palinitins&ure: Massenerhohung urn 238.4 D, einfach ungesSttigte 
PalmitinsSuren: Massenerh6hung urn 236.4 D) zu einer Erhohung der molekularen Masse, 
die mit der gefundenen Massenerhohung kompatibel ist. 

(4) Reinigung iiber Anionenaustausch-Chromatographie an Poros®-Q: 

ZusStzlich oder alternativ zu einer Reinigung mittels Kationenaustausch-Chromatographie an 
Poros^-HS/M ist auch eine Reinigung der HA- oder Heparin-ffiTrap-Eluate mittels Anionen- 
austauscn-Chromatographie an Poros^-Q moglich. Dazu wurden die aktiven Fraktionen ver- 
cinigt, gegen 20 rnM Tris/HCl, 0,05% Tween®80 f pH 9.0 (= Puffer D) dialysicrt und am cine 
Poros*-Q-Saule aufgetragen, die in Puffer D fiquilibricrt worden war. Die Elution erfoigte 
durch einen Gradienten mit 60 SSulenvolumen von 0 - 1000 mM NaCl in Puffer D. Aktive 
Fraktionen wurden durch die Stimulation von alkalischer Phosphatse in C3H10T1/2 Zellen 
identifiziert. Aktives hh-Protein eluierte bei einem Saizgehalt von 90 - 175 mM NaCl. Eine 
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weitere Reinigung und Charakterisierung diescr aktiven Fraktionen ist minels Pcros®-HS/M 
odex RP-HPLC oder SDS-PAGE und Western bloi wie oben beschriebea mtfglich. 

Beispiel 4 

Stabilitat der aktiven hb-Mutante gegeniiber reduzierenden Agentien 
(t) Stabilitat gegenOber Dithiothrcitol (DTT): 

Das Stufeneluat einer Heparin -Sepharose-Saule mit Puffer A, der zusatzlich 1,2 M NaCl 
enthielt (s. Beispiel 3) wurde mit 1+1 rait 0.05% Tween®80 verdOnnt und, fiir die Proben mit 
pH 8, mit 1/10 Vol. 1M Tris/HCl, pH8 versetzt Die Proben wurden ad 0 mM, 1 niM, 10 mM 
und 50 mM rait DTI versetzt. Nach 2h Inkubation bei 37°C wurden die Proben jeweils mil 
1/10 Vol (50 Ml) 10 mg/ml BSA versetzt und gegen PBS dialysiert. Vor der Abgabe in den 
C3H10T& Zelltest wurde zu jeder Probe ad 0.1 mg/ml Suramin zugesetzt, um die Aktivitat 
zu stabilisieren. 

Es zeiget sich, dafl die AktivitSt bei pll 7,2 bis zu einer Konzenlration von 10 mM DTT stabil 
ist, bei pH 8 fiihrt jedoeb schon die Bebandlung mit 1 mM DTT zu einer erheblichcn Aktivi- 
tatsabnahme. Eine solchc pH-Abhangigkeit ist iUr die Reduktion von Schwefel in Disulfid- 
briicken sowie in Thioestem von Fettsaurcn zu erwarten. 

(2) StabilMt gegeniiber Hydroxylamin (HA): 

Das Stufeneluat einer Heparin -Sepharose-Saule mit Puffer A, der zusatzlich 1,2 M NaCl 
enthielt (s. Beispiel 3), wurde mit NaOH ad pH 8.0. bzw. mit HCi ad pH 5.5 eingestellt. 
Aliquots diescr Proben wurden jeweils ad 0 mM, 66 mM, 250 mM oder 1 M mit NH^OH mit 
entsprechendem pH-Wert versetzt und fiir 14 h bei RT inkubiert. Die Proben wurden 
anschlieBend gegen 20 mM NaP. 250 mM NaCl, 0.05% TwcenSO, pH 7.4 dialysiert und vor 
der Analyse im Zelltest ad 1 mg/ml BSA und ad 0.1 mg/ml Suramin versetzt. 

Es zeigte sich, dati die Aktivitat bei pH 5,5 gegeniibsi bis zu 66 mM HA stabil ist, bei pH 8 
fiihrt jedoch schon die Behandlung mit 66 mM HA zu einer erheblichen Aktivitatsabnahme. 
Eine solche pH-Abhangigkeit ist fur die Spaltung von Thioestem, nicht jedoch von 
Hydroxylestern von Fettsaurcn zu erwarten. 



Beisoiel 5 

Induktion von alkulischer Phosphatase im Zelltest (Bestimmung der Aktivitat der 
Alkalischen Phosphatase) 

5000 Zellen der raurinen mesenchymalen pluripotenten Linie C3H10T1/2 (ATCC CCl^226) 
wurden pro Vcrtiefung einer 96-Loch Mikrotiterplatte eingesSt. Die Zellen befanden sich in 
ICO yl DMEM, 2mM Glutamin, 100 lU/ml Penicillin, 100 ug/ml Strepromycin und 10 % 
fbtalem KSlberserum, FKS. Am nachsten Tag wurden die zu untersuchenden Wirkstoffe in 
den entsprechenden Konzentrationen in einem Volumen von 100 yl zugefiigt. Nach 5 Tagen 
wurde der Test gestoppt. Dazu wurden die Oberstande abgekippt imd die Zellen einmal mit 
PBS gewaschen. Die Zellen wurden lysiert in 50 \il 0.1 % Triton® X-100 und bei -20 C ein- 
gefroren. Nach dem Auflauen wurden 25 \i\ ftir die Proteinbestimmung und 25 jil fflr die 
Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase eingesetzt. 

Proteinbestimroung nach der Anleitung des Herstellers Pierce : 

Der Ansatz wurde mit 75 yl H20 bidest. verseczt, dann wurden 100 \x\ BCA Protein Reagenz 
zugefiigt (Pierce Micro BCA, Nr. 23225). Nach 60 min wurde die Optische Dichte (O.D.) bei 
550 nm gemessen. 

Aktivitat der Alkalischen Phosphatase nach der Anleitung des HersteUers Sigma : 

Der Ansatz wurde mit 100 \il Reaktionspufler (Sigma 221) versetzt. Eine Subslratkapsel 
(Sigma 104-40) wurde in 10 ml H2O bidest. aufgelbst, dann wurden 100 |4l zu dem Testan- 
satz pipettiert. Die O.D. wurde nach der Gelbfarbung bei 405 nm gemessen. Bei der Reaktion 
setzt die Alkalische Phosphatase p-Nitrophenyl-phosphat zu p-Nitrophenol urn. 

Die O.D. wurden jeweils mittels Standardkurven in nmol bzw. \ig umgerechnel. Die Auswer- 
tung erfolgte nach der Formel : 

nmol PNP pro (Mefi)Minute pro mg (Zell)Protetn 



• •• • 



16 



• • • • • 



» • • • 
» • • • 

• • • • m 

• • • 

• • • • 



Beispiel 6 

Vergleich der spe&iilscben Aktivit&ten von unznodifiziertem hShh aus K coUmit aus 
BVCM gerdnigtein hShh-Derivat 

Zum Vergleich der spezifischen AktivitSten der diversen hh-Fonnen wurde hh-Protein in 
definierter Konzentration in den C31JlOT/i Zelltest eingesetzi. Die Proteinbesiimrnung 
erfolgte dabei filr das unmodifizierte hh-Protein aus E. coii ilher dessen UV-Absorprion bei 
280 nm (Mach, H., et al., Anal.Biochem. 200 (1992) 74-80). Die Konzentration des aus dem 
Baculoviras-Fennentationsuberstand gereinigten hh-Derivates wurde mittels RP-HPLC 
bestimml. Die Konzentration in der StammlOsung wurde durch Flachenintegration unter der 
Absorptionskurve des hh-peaks bei RP-HPLC ermittelt. wobei bei 220 und 280 nm detektiert 
wurde und eine Eichkurve durch analoge Chromatographic mit Stammltisungen von unmodi- 
fizierten shh bekannter Konzentration erstellt wurde. Die relative Aktivitat der isolierten shh 
Proteine wurde im C3H10T 1 /* Zelltest bestimmt. indem die Stimulation der der Expression 
der alkalischen Phosphatase in diesen Zellen (Beispiel 5; Zelltesl) im Vergleich zu dem in 
einer 1:40 Verdiinnung eingesetztem Baculoviius-FennenUtionstiberstaiid (BVCM, nach 24- 
stfindiger Fermentation) bestimmt wurde, wobei die einzclnen Werte gegen die Basisaktivitat 
der Zellen in Abwesenheit von zugegebenen shh komgiert wonien sind. Diesc relative 
Akuvitatsbestimmung ist zu bevorzugen, da die Stimulierbarkeit der Zellen von dem 
verwendeten Medium und der VorkuJtivierung der Zellen beeinfluBt wird. 

Tabelle 2 zeigt die relativen Aktivit&ten von gereinigtem, unmodifizierten shh aus E. coii und 
dem aus dem Uberstand des Baculovirus- Fermentatioristtberstand gereinigten shh-Derivates, 
dafl durch Chromatographic an Heparin-Sephaiose, Hydro xylappatit und Poros HS/M ange- 
reichert worden ist. 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, mufi aus E, coii gereinigtes hh-Protein in einer Konzentra- 
tion von ca. 240 ug/ml, das hh-Protein-Derivat jedoch nur in einer Konzentration von ca. 2,3 
ng/ml im Zelltest voiliegen, urn die gleiche Alk. Phos. Aktivitat zu erzielen, wie der BVCM 
in einer 1:40 VerdUnnung. Das hh-Protein-Derivat besitzt also gegeniiber dem unmodifizier- 
ten hh-Protein eine um ca. den Faktor 10 4 -10 5 hohere spezifische AktivitSi 



Tabelle2 



Hh-QueDe 


Hh-Konzen- 
irauon 
der Surnmlosuag 


Verdunnung im 
/^cinesc 


Hh-Konzen tra- 
tioo im litest 


relative 
AP induzie- 
rcndeAktivi- 

tat 


BVCM 


12 ng/'rnl 


1:40 




i 


Poros HS/M 
gcrcinigtes 
hShb-Derivat 


0,56 Mg/ml 


1:100 


5,6 n&'ml 


2,4 


unmodifiziertes 
hShh-Monomei 
aus E. coli 


860 ne» nil 


1:20 


43 jig/ml 


0,18 


Pufferkontrolle 




1:40 




0 



Beispiel 7 

in vivo Aklivitit von paJmitinyliertcn hh 

Die in vivo Aktivitat von modifiziertem und umnodifizierlem shh Pruccln wurde in einem fiix 
Knochenwachsiumsfaktoren etabliertcn Tiermodell untersucht (Mackie & Trechsel, Bone 1 i 
(1990) 296; Kling, L, et al„ J. Bone Min. Res. 11 (Suppl.l) (1996) 153). Sieben Wochen 
alten weiblichen BALB'c M&usen wurden tlber einen Zeitrauin von 15 Tagen t&glich 1,10 
Oder 50 ng shh in einem Volumen von 50 nl subkutan an die SchBdelkalotte injiziert 14 1 age 
nach Beendigung der Behandlung warden die Kalotten entnommen und von umgebendem 
Bindegewebe gereinigt. Anschlieflend unxrden die Gewichte der normierten Explaritaie und 
die Rdntgendichte analysiert. Modifizierter shh zcigte im Vergleich zu unmodirlziertera shh 
eine htihere osteoanabole Wirkung. 

Ergebnisse: 

- Shh (Monomer) aus E. coli in cincr Konzentration von 43 jig/mi 
(= 2,15 \imoV\) im Zelhest gibt 8,537 nmol pNP/min/mg 

Shh pimer) aus E. coli in einer Konzemraiion von 41,5 jig/ml 
(« 1,037 jimo]/l)im Zelltest gibt 5,133 nmol pNP/min/mg 

- erfradungsgemaOe hh-Muiante in ciner Konzentration von 0J jig/ml (= 5 nmol/1) 



- 18 - 



mit 0,1 mg/ml Suramin im Zelltest gibt 88,762 nmol pNP/min/nig 

- erfindungsgemafle hh-Mutante in ciner Konzentration von 0,1 ng/ml (= 5 nmol/I) 
ohne Suramin im Zelltest gibt 44,828 nmol pNP/min/mg 

- Kontrolle ohne Shh gibt 1 ,292 nmol pNP/min/rag 

- in 1/40 Verdtinnung eingesetzter BVCM gibt 4 L961 niriol pNP/min/mg 
(- inleme Posilivkontrolle) 
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Patentanspriicbe 



Postradiational prozessierte Hcdgehog-Protein-Mutante, welche erhaltlich isl durch 
Expression eines Gens r welches ein Hedgehog-Protein codiert, in einera Baccuio-Virus- 
Expressionssystem, bei einer Fermentation Qber einen Zeitrauni von bis zu 30 Stunden, 
Reinigung des Zellflberstands, in Gegenwart eines Proteaseninhibitors und eines nicht- 
ionischen Detergenz und Isolierung der hh-Mutante, welche an Heparinsepharose und 
Hydroxylapatit bindet und dadurch gekennzeichnet ist, daB diese hh-Mutante 

— miter alkyliereuden Bedingungcn cm Molekulargewicht von 22 ± 1 kl)a zeigt, 

— unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihxer Aktivitat durch Suramin stabilisieit wird, 

— bei einer N-termmaJen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren inaktiviert 
wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 nunol/l DTE flber 2,5 Stunden bei 37 D C zu 90 % oder 
mehr inaktiviert wird. 

— in einer Konzentrauon von 5 iraol/l, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat 
fur alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert und 

— nicht cholesterinmodifiaert ist. 

Verfahren zur Herstellung einer posttranslational prozessierten Hedgehog-Protein- 
Mutanie durch Expression eines Gens, welches ein Hedgehog-Protein codiert, in einern 
Bacculo-Virus-Expressionssystem, bei cinex Fermentation fiber einen Zeitraum von 24 - 
27 Stunden, Reinigung des Zelltiberstands, in Gegenwart eines Protcaseninhibitors und 
eines nicht-ionischen Detergenz und Isolierung der hh-Mutante, welche an Hcparin- 
sepharose und Hydroxylapatit bindet und dadurch gekennzeichnet ist, daB diese hh- 
Mutante 

— unter alkylierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— anter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrcr Aktivitat durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer N-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminos&uren inaktiviert 
wird, 

— bei einer Inkubation mit 10 mmol/1 DTE Qber 2,5 Stunden bei 37°C zu 90 % odd 
mehr inaktiviert wird, 
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— in einer Konzcntration von 5 nmol/i, in Gegenwart von Suramin, eine Aktivitat 
filr alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induzien und 

— nicht cholesterinmodifiziert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gckennzeichnet, dafl nach der Chromaiographie an 
Heparinsepharose eine Dialysc gcgen niedrige lonenstcirken durchgefiihit wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekcnnzeichnet, daB die Dialyse in Gegcnwart von 
10 - 100 nraol/l Natriumchlorid durchgefuhrt wird. 

5. Phannazeutische Zusammensetzung enthaltend eine hh-Mutante nach Anspruch 1 . 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, enthaltend Suramin, eine biokom- 
patible Matrix und'oder ein Scquestrierungsagens. 

7. Verfahren zur Hersteilung einer pharmazeutischen Zusammensetzung durch Kombina- 
tion einer hh-Mutante gemSB Anspruch 1 mit einem pharmazeutischen HilftstoJT oder 
mit Suramin. 

8. Verfahren zur Hersteilung einer pharmazeutischen Zusammensetzung durch Kombina- 
tion einer hh-Mutante nach Anspruch 1 mit einer biokorapatiblen Matrix und'oder einem 
Sequestrierungsagens. 

9. Posttranslational prozessierles Hedgehog-Protein mit einer mindestens urn den Faktor 
100 hSheren Aktivitat als in E.coll hergestelltes rytoplasmatisches Hedgehog-Protein. 

1 0. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein Hedgehog-Protein nach Anspruch 9. 



11. 



Verfahren zur Hersteilung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, welches dadurch 
gekennzeichnet isU daB als wesentlicher Bestandtcil dieser pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung ein Hedgehog-Protein nach Anspruch 9 verwendct wird. 
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Zusammenfassung 

Eine posttranslaiional prczessierte Hedgehog-Protein-Mutantc, vvelche 

— unter alkylierendcn Bedingungsn ein Moleknlargewicht von 22 ± 1 kDa zeigt, 

— unter reduziersnden Bedingungen ein Molckulargewicht von 24 ± 1 kD zeigt, 

— in ihrer Aktivit&i durch Suramin stabilisiert wird, 

— bei einer K-terminalen Abspaltung von 8 oder mehr Aminosauren ioakiiviert 
wird, 

• - bei einer Inkubation mit 1C mmol/l DTE iiber 2,5 Stunden bei 37°C zii 90 % oder 
raehr inaktiviert wird, 

— in einer Kcnzentration von 5 nnio)/l, in Gegenwart von Suramin, sine Aktivitar 
fiir alkalische Phosphatase von ca. 90 nmol pNP/min/mg induziert and 

— nicht cbolestcrinmodifiziert ist r 

zeigt eine vielfach erhShte Aktivitfit. 
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Fig.9 
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Fig. 12 
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Fig. 13 
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Fig. 17 
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